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Resumo 
O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar membranas de gelatina contendo 
ácido úsnico (UA) e nanopartículas de prata (AgNPs). Suspensões coloidais contendo 
AgNPs em diferentes tamanhos e concentrações foram utilizadas para a confecção das 
membranas testes. A membrana contendo apenas UA foi considerada como controle. A 
caracterização foi realizada por meio de potencial zeta, microscopia eletrônica de 
transmissão (MET), estudo eletroquímico, análise termogravimétrica (TG/DTG), 
calorimetria exploratória diferencial (DSC), espectrofotometria de absorção na região do 
 infravermelho (FTIR), microscopia eletrônica de varredura (MEV), capacidade de 
intumescimento, ensaio mecânico, microscopia de força atômica (AFM) e ICP-OES para 
determinar a concentração de prata nas amostras. A atividade antimicrobiana foi avaliada 
frente aos micro-organismos Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e 
Staphylococcus aureus. O tamanho das partículas da solução de gelatina contendo UA 
indicou partículas um tamanho médio em torno de 203 nm e potencial zeta -17,9 mV. As 
medidas eletroquímicas mostraram picos de oxidação em 0,7 V e 0,15 V, referente ao AU 
e AgNPs, respectivamente. Os resultados de análise térmica demonstraram eventos 
endotérmicos em torno de 225°C e decomposição a partir de 250°C. Os espectros de FTIR 
foram semelhantes e demonstraram que, de maneira geral, a incorporação de prata não 
afetou a estabilidade química do ácido úsnico. As imagens obtidas por MEV sugerem 
constituição uniforme. As membranas mantiveram intumescimento ascendente, 
ocorrendo ganho de massa gradativo e controlado em relação à massa inicial. As amostras 
incorporadas com AgNPs apresentaram aumento na espessura e diminuição no 
alongamento, quando comparadas a membrana controle. A topografia das membranas 
vista por AFM evidenciaram a porosidade e rugosidade das amostras. O potencial 
bactericida avaliado destacou que a membrana UA-AgNPC5 foi capaz de inibir 100% de 
colônias bacterianas estudadas.  
 
Palavras-chaves: Queimaduras, membranas biológicas, ácido úsnico, nanopartículas de 
prata, antimicrobiano. 
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 1 Introdução 
         A queimadura é um tipo de lesão traumática grave que pode levar a deformidades, 
invalidez e até a morte. Por isso, é de de grande interesse a busca por novos compostos 
que possam ser usados como agentes cicatrizantes e que atuem acelerando a dinâmica 
cicatricial, além de possibilitar um tratamento eficaz, de maior conforto e breve retorno à 
normalidade da vida do paciente (BRUNO et al., 2013). 
Os biomateriais têm recebido destaque nas pesquisas sobre produtos eficazes para 
o tratamento de queimaduras ao longo dos últimos 30 anos. A busca por materiais que 
contenham componentes biorenováveis e que possam ser substituídos por produtos 
sintéticos é cada vez maior (CROISIER & JERÔME, 2013). A incorporação de elementos 
naturais, tais como gelatina, colágeno, quitosana e ácido hialurônico em curativos é 
comprovadamente eficaz e apresenta-se de maneira promissora para a regeneração de 
tecidos (ZAMAN et al., 2011). Estes curativos são projetados para absorver o exsudado, 
fornecer umidade ideal para a superfície da ferida, prevenir a maceração do tecido 
circundante, e controlar a colonização bacteriana (VELÁZQUEZ-VELÁZQUEZ et al., 
2015). 
Membranas à base de gelatina são consideradas como um biomaterial 
potencialmente útil, uma vez que é derivada da desnaturação do colágeno, o principal 
constituinte do tecido conjuntivo da pele e permite a liberação controlada de drogas em 
tecidos-alvo (NUNES et al., 2011).  
Metabólitos secundários produzidos por líquens são considerados como uma 
potencial fonte para o desenvolvimento de biofilmes devido a sua capacidade intrínseca 
de resistir a patógenos invasores (ARAÚJO et al., 2015; NITHYNAND et al., 2015; 
YANG et al., 2016). Nesse sentido, vários metabólitos liquênicos são investigados para 
o isolamento de novos compostos com fins terapêuticos. O ácido úsnico (UA), devido ao 
 seu potencial medicamentoso é um do mais estudados (CONTADO, 2015; ZUGIC et al., 
2016). Amplos estudos mostram que o UA exibe interessantes propriedades como 
antimicrobiano, antiviral, antiproliferativo e cicatrizante (BRUNO et al., 2013; 
TARESCO et al., 2015). No entanto, a incorporação de UA em membranas a base de 
gelatina é limitada devido a fraca solubilidade do metabólito em água (FRANCOLINI et 
al., 2013). Adicionalmente, muitos tipos de fármacos têm sido associados a lipossomas, 
pois estes atuam como um excelente sistema veicular (MARTINELLI et al., 2014).  
Nunes et al. (2011) preparou membranas a base de colágeno contendo ácido úsnico 
carreado em lipossomas e destacaram o importante potencial de aplicação clínica destas 
biomembranas como curativos dérmicos em feridas por queimadura.  
 
Figura 1. Estrutura molecular do ácido úsnico. 
 
Adicionalmente, o uso rotineiro de antibióticos tópicos leva ao declínio progressivo 
da eficácia terapêutica devido a resistência a esta medicação (VELÁZQUEZ-
VELÁZQUEZ et al., 2015). Os íons de prata são conhecidos como agentes 
antimicrobianos eficazes por um longo do  tempo (ZHOU et al., 2012). No entando, um 
grande número de microbiologistas têm estudado a propriedade antibacteriana destes íons 
em escala nanométrica, as nanopartículas de prata (AgNPs) e (ARCHANA et al., 2015; 
 GOREHAM et al., 2015). Lin et al. (2015) demonstrou significativa melhora da atividade 
antimicrobiana das suas membranas de quitosana/celulose quando associadas as AgNPs. 
 A atividade biocida de AgNPS depende das suas dimensões como tamanho, forma 
e superfície. Portanto, o desenvolvimento de AgNPS com características morfológicas e 
físico-químicas bem definidas e controladas para aplicação fisiológica em humanos é 
necessário para expandir suas aplicações biomédicas (Wei et al., 2015).  
 
2  Material e Métodos 
 
2.1 Preparação da Membrana 
Membranas à base de gelatina foram preparadas por meio do processo de fundição 
utilizando gelatina em pó (1%) dispersos em 0,5 M de ácido acético com 20% de 
plastificante propilenoglicol, em relação ao peso seco de polímero.  
UA-lipossomas carregados foram preparados com o método de evaporação 
rotativa convencional. Resumidamente, fosfatidilcolina foi dissolvido em clorofórmio de 
acordo com a proporção de fosfatidilcolina / ácido úsnico (Sigma-Aldrich CE 231-456-
0) de 18:1 w/w. Os lipossomas carregados com ácido úsnico foram misturados com a 
dispersão de gelatina na proporção de 1: 4 (v/v). Após a evaporação do solvente, as 
membranas foram cortadas em forma de quadrado (5/5 centímetros) a fim de obter as 
membranas de gelatina contendo ácido úsnico (UAL). A caracterização das membranas 
foi descrito por Nunes et al. 2011. 
 
2.2 Síntese das Nanopartículas de prata 
Nesse trabalho usamos a rota de síntese de colóides de prata descrita por Lee e 
Meisel (1982). Os coloides de prata foram obtidos a partir da redução de nitrato de prata 
 (AgNO3), dissolvido em água e citrato de sódio. Após a preparação da suspensão um 
excesso de citrato de sódio fica adsorvido à superfície das partículas e cria uma repulsão 
eletrostática evitando que elas aglomerem, conferindo estabilidade ao colóide. 
A concentração estimada para esta suspensão é de 1.5 x 10-9 mg/mL de prata . O 
primeiro colóide formado possui nanopartículas com tamanhos que variam de 60 a 200 
nm, sendo denominado colóide AgNPA. Parte desta suspensão foi submetida ao 
tratamento com laser para a obtenção de nanopartículas ainda menores, com cerca de 10 
nm, sendo denominado colóide AgNPB. Trata-se de um processo de foto-ablação. As 
amostras foram irradiadas com o segundo harmônico,  =532 nm, de um laser de 
Nd:YAG, Q-switched, com uma taxa de repetição de 10 Hz por aproximadamente 1 hora, 
sendo a amostra agitada periodicamente, para garantir que toda ela seja irradiada 
uniformimente. As partículas absorvem o laser e por processos de múltiplas absorções 
têm elétrons ejetados, quando números grandes de elétrons são ejetados, a partícula perde 
a estabilidade e fragmenta-se, formando partículas menores com a forma 
aproximadamente esférica (FALCÃO-FILHO et al., 2007). O terceiro colóide a ser 
testado é denominado AgNPC, este é formado pelo mesmo método do primeiro e também 
composto por partículas com cerca de 60 a 200nm, porém em concentração de prata 5 
vezes maior que as suspensões supracitadas. 
Foram desenvolvidos quatro tipos de membranas: membranas contendo 
gelatina/ácido úsnico/lipossoma (UAL), consideradas como controle e as membranas 
testes contendo gelatina/ácido úsnico/lipossoma e AgNPs (UA-AgNP), criando 3 
subgrupos testes de acordo com as suspensões coloidais utilizadas: AgNPA, AgNPB e 
AgNPC. 
O processo de confecção da membrana contendo AgNPs utilizou a mesma 
metodologia, porém a solução gelatina/ácido úsnico/lipossoma foi dividida em béquers e 
 diferentes quantidades dos colóides de AgNPs foram adicionadas. As membranas 
confeccionadas com UA e o colóide AgNPA foram designadas como UA-AgNPA1, UA-
AgNPA3 e UA-AgNPA5, em conformidade com os volumes de 1, 3 e 5 mL utilizados na 
composição, a mesma ordem foi seguida para o grupo que utilizou os colóide AgNPB.  O 
último grupo utilizou UA e 5mL de AgNPs na formulação da membrana e por isso foi 
denominado UA-AgNPC5 (Figura 2).  
 
 
Figura 2. Fluxograma das membranas de acordo com as suspensões coloidais e 
volumes de AgNPs utilizados na composição. 
 
 
 
Figure 3. Ilustração dos colóides contendo nanopartículas de prata. a) AgNPA e b) 
AgNPB. 
  
2.3 Distribuição de tamanho de partículas e de medição 3-ζ potencial 
O tamanho de partícula e o potencial da superfície dos lipossomas carregados com 
ácido úsnico foram determinados utilizando Zetasizer® (Nano-ZS90, Malvern 
Instruments, Reino Unido), a 25 °C. As amostras de lipossomas foram diluídas em água 
(1:10) para a contagem das partículas. A distribuição e o diâmetro médio das partículas, 
bem como o seu desvio padrão e o índice de polidispersão (PDI) foram avaliados. A 
modificação da superfície dos lipossomas carregados com ácido úsnico e dos colóides 
com AgNPs foi determinada por medição do potencial zeta de (ζ) por electroforese, 
utilizando o mesmo equipamento. 
 
2.4 Microscópio Eletrônico de Transmissão (MET)  
A morfologia das AgNPs foi avaliada por microscopia eletrônica de transmissão 
(TEM; JEM 1200 Ex Ii operando a 80 K). A amostra de suspensão aquosa foi depositado 
em uma grades Formvar/carbono e coradas negativamente com a solução de acetato de 
uranilo (2% w/v). 
 
2.5 Estudo Eletroquímico 
Para as medidas eletroquímicas, foram analisadas as seguintes dispersões: solução 
preparada apenas com gelatina, o composto de UA incorporado em lipossomas, os 
colóides AgNPA, AgNPB e AgNPC e a solução final composta de gelatina/ácido 
úsnico/lipossoma contendo AgNPs. Para a preparação das soluções foi utilizado um 
volume total de 10 mL (10mM) de citrato de sódio (Sigma-Aldrich) e (90 mM) de cloreto 
de potássio (Sigma-Aldrich). Todas as soluções foram suficientemente estáveis na 
presença deste eletrólito durante a análise eletroquímica. A solução contendo os analitos 
 descritos foram desaeradas com N2 por 15 minutos, sob agitação. As medidas 
eletroquímicas foram realizadas em uma célula eletroquímica contendo um eletrodo 
auxiliar de fio de platina, um eletrodo de trabalho de carbono vítreo e um eletrodo de 
referência de Ag|AgCl|KCl (Sat.). Todos os potenciais foram determinados com respeito 
a seu eletrodo de referência e em potenciostato/galvanostato µ-Autolab, modeloType III. 
 
2.6 Análise Térmica 
 As curvas de DSC foram obtidas em uma célula de DSC-50 (Shimadzu) utilizando 
cadinhos de alumínio com cerca de 2 mg de amostras, sob atmosfera de azoto dinâmico 
(100 mL min-1) a taxa e aquecimento de 10°C min-1 em uma gama de temperaturas de 
25 a 600°C. A célula DSC foi calibrada com índio (ponto de fusão 156,6 ºC;. ΔHfus = 
28,54 g-1 J) e zinco (ponto de fusão 419,6ºC). 
 As curvas TG/DTA foram obtidos com um modelo de termobalança TGA 50 
(Shimadzu) na gama de temperatura 25-900°C, utilizando cadinhos de platina com ~ 3 
mg de amostras, sob atmosfera de N2 dinâmico (50 mL.min-1) e da taxa de aquecimento 
10oC min-1. O aparelho foi previamente calibrado e/ou verificado usando o oxalato de 
cálcio padrão para TG (pureza 99,99%) e metal índio para DSC. 
 
2.7 Espectrofotometria de Absorção na região do Infravermelho 
Os dados de absorção de infravermelho foram obtidos no intervalo de 4000 - 400 
cm-1 em pastilhas de KBr, utilizando um espectrofotómetro FTIR Bomem, modelo MB-
120, à temperatura ambiente. 
 
2.8 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 
 Os produtos secos foram montados em fita de cobre e visualizado com uma 
emissão de campo JEOL modelo JSM-7410-F microscópio eletrônico de varredura arma 
associado ao raio-X microanálise (SEM-EDX), com tensões aceleradas de 1 e 20 kV. 
 
2.9 Capacidade de intumescimento 
       O intumescimento das membranas foi medido pela técnica de imersão, segundo o 
método descrito por (Hasani-Sadrabadi et al., 2011). As membranas com área de 2x2 cm2 
foram imersas em tampão fosfato pH 7,4 com temperatura do meio de 37 ± 2°C. As 
amostras foram pesadas antes e após o intumescimento com o fluido, avaliadas em 
diferentes tempos (0, 20, 40, 60, 90, 120, 180 e 240 minutos). Após cada tempo, as 
amostras foram retiradas do meio e o excesso de líquido da superfície foi removido com 
o auxílio de papel filtro e posteriormente pesadas. A quantidade de líquido absorvido 
pelas amostras foi expressa em ganho de massa em gramas e percentual de ganho de peso. 
Todas as medidas foram realizadas em triplicata. 
 
2.10 Espessura das membranas  
 As membranas foram cortadas no formato quadrado (2x2 cm). A espessura de 
cada amostra (n = 10/grupo) foi registada em cinco pontos usando um micrômetro digital 
(Micrometer MXRL externo, precisão ± 0,01 mm). 
 
2.11 Ensaio Mecânico 
Os ensaios mecânicos foram realizados utilizando um analisador de textura 
(TAXT-Stable Micro System). A resistência à tração (TS), alongamento (E) e módulo de 
Young (YM) foram determinados utilizando amostras das membranas de 25 mm x 10 mm 
em conformidade com a norma ASTM D882 (ASTM, 1995). 
  
 2.12 Análise microestrutural por Microscopia de Força Atômica (AFM) 
  As imagens de AFM foram realizadas utilizando um microscópio de força atômica 
modelo Shimadzu SPM-9700. Cantilevers de nitreto de silício (Si3N4) em modo de 
contato (Modelo: Sini). A constante da mola e do raio da ponta informado pelo fabricante 
foi 0,06N/m e <15nm, respectivamente. A imagiologia foi realizada a temperatura 
ambiente usando o modo de contato. 
 
 2.13 Estudo microbiológico 
 
2.13.1 Linhagens microbianas 
Para determinação da atividade antimicrobiana foram selecionadas cepas padrão de 
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922) e 
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) devido ao valor epidemiológico desses 
microrganismos em infecções cutâneas. As linhagens bacterianas foram cedidas pelo 
Laboratório Central de Biomedicina da Universidade Tiradentes (UNITLAb). 
 
2.13.2 Determinação da Atividade Bactericida e Bacteriostática 
Foi preparada uma suspenção microbiana em solução salina estéril das bactérias 
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922) e 
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) utilizando como referência a escala 0.5 de 
MacFarland equivalente à 1.5x108 UFC/mL. Alíquotas de 100µL dessa suspensão foram 
adicionadas na superfície das membranas (2cm2), contidas em placas de petri estéril e 
previamente esterilizadas sob luz ultravioleta. Após 24 horas de incubação em estufa 
bacteriológica à 35ºC, as membranas foram retiradas das placas e lavadas em solução 
 tampão PBS (0,03 Mmol). Utilizando alça bacteriológica calibrada (0,001 mL), foram 
retiradas alíquotas da suspenção bacteriana de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 
aureus e Escherichia coli em tampão PBS e semeadas em placas de ágar sangue. Todas 
as placas foram incubadas em estufa bacteriológica à 35ºC, sem restrições de aeração, por 
24 horas, para obtenção do crescimento bacteriano e posterior contagem de colônias.  
Foram avaliados dois parâmetros relacionados à atividade antimicrobiana: 
atividade bactericida (T0C –T24T) e atividade bacteriostática (T24C –T24T), onde T0C e 
T24C são as concentrações de bactérias viáveis do controle ao tempo de 0 e 24 horas 
respectivamente, e T24T o número de bactérias viáveis das amostras testes depois de 24 
horas de contato com o antimicrobiano (Yang et al., 2012). 
 
 2.14 Determinação da concentração de prata  
A determinação da concentração de prata no filme foi realizado usando os métodos 
padrão de plasma indutivamente acoplado, Espectrometria de Emissão Óptica - ICP-OES 
(Perkin Elmer, EUA, Optima 8000). As membranas foram pesadas com precisão e a partir 
das cinzas foi dissolvido em ácido nítrico e uma alíquota foi inserida no equipamento para 
análise. A temperatura da câmara foi fixada em 10°C, a potência de RF foi 1500W, a taxa 
de fluxo de gás transportador foi de 0,8 l/min.  
 
3 Resultados e discussão 
 
A incorporação de UA em lipossomas e a adição de AgNPs mostram-se 
promissores no desenvolvimento de membranas para o tratamento de queimaduras devido 
as suas propriedades antioxidante, cicatrizante e antimicrobiana. A análise macroscópica 
 mostrou que as membranas preparadas apresentaram-se homogêneas, finas, flexíveis e 
com superfície regular independente da concentração de AgNPs utilizada.  
 
3.1 Soluções utilizadas na composição da membrana 
O tamanho das partículas da solução de gelatina contendo UA foi medido pela 
técnica de espalhamento dinâmico de luz (DLS). Esta técnica mensura a intensidade no 
espalhamento de luz causada pelo movimento das partículas (MEHNERT &MÄDER, 
2001). Através desta técnica foi possível confirmar a obtenção de partículas em tamanho 
nanométrico, como pode ser visto na Tabela 1. Observou-se que o aumento no tempo de 
ultrassom de 30 minutos para 60 minutos e 120 minutos, na preparação de lipossomas 
contendo ácido úsnico, resultou na diminuição do tamanho das partículas de 488,6 nm 
para 203,6 nm e 181,6 nm, respectivamente. Segundo Das et al. (2012), um tempo maior 
de sonicação proporciona maior energia para ocorrer a produção de partículas menores.  
  O potencial zeta refere-se à carga superficial das partículas e indica o grau de 
repulsão entre elas  (DAS et al., 2012). Pode ser considerado um parâmetro útil para 
prever a estabilidade física de sistemas coloidais, pois altos valores de potencial zeta 
produz grande repulsão eletrostática, prevenindo a agregação das partículas (RIDOLFI et 
al., 2012). As partículas obtidas mostraram potencial zeta igual a -21,0 mV, -17,9 mV e -
19,0 mV para os tempos de sonicação de 30, 60 e 120 minutos, respectivamente. Sendo 
assim, nota-se que não houve diferença significativa no potencial zeta com o tempo de 
ultrasom. O potencial zeta entre -15 e -30 mV demonstra que a preparação é estável e não 
apresenta tendência a flocular  (KUMAR & RANDHAWA, 2013).  
  
Tabela 1: Tamanho de partículas e potencial zeta de soluções contendo 
UA/lipossomas em diferentes tempos de ultra-som. 
 
A microscopia eletrônica de transmissão (MET) evidenciou maiores informações 
sobre as amostras dos colóides de prata, mostradas na Figura 4. A Figura 3A mostra 
partículas com aparências distintas e com tamanhos entre 50-100 nm, observa-se a 
proximidade entre elas na Figura 3B, sugerindo a formação de aglomerados. O colóide 
AgNPB foi submetido ao tratamento com laser para obtenção de partículas entre 10-20 
nm, porém é possível notar que essas partículas se aglomeram rapidamente formando 
estruturas cúbicas bem estruturadas (Figura 4C).  
 Stamplecoskie & Scaiano (2010) utilizaram a mesma metodologia de síntese para 
as AgNPs e identificaram nanopartículas com os tamanhos esperados. No entanto, nossos 
resultados demonstram que a dispersão das AgNPs não é completa e a presença de 
aglomerados é evidente em todas as amostras, sugerindo a semelhança entre todos os 
colóides após a incorporação nas preparações. Guzmán et al. (2009) afirmaram que o 
preparo das amostras para visualização no microscópio promove uma agregação das 
nanopartículas na etapa de secagem da amostra sobre a grade. 
 
 
Tempo em cuba de 
ultra-som 
Tamanho de partícula (nm) Potencial zeta (mV) 
30 minutos 488,6 -21,0 
60 minutos 203,6 -17,9 
120 minutos 181,6 -19,0 
  
Figura 4. Imagens do TEM, a -AgNPA, b e c - AgNPB 
 
Compreender a cinética da oxidação eletroquímica em nanoestruturas metálicas é 
extremamente importante considerando suas inúmeras aplicações. A estabilidade à 
oxidação é determinante para manter as propriedades úteis do metal (IVANOVA & 
ZAMBOTINI, 2009).  O potencial oxidativo da solução composta por UA incorporado 
em lipossomas, colóides de AgNPs e das dissoluções das membranas UA-AgNPA são 
mostradas na Figura 5. Os resultados dos grupos UA-AgNPB e UA-AgNPC foram 
omitidos devido a semelhança entre os resultados.  
As medidas eletroquímicas demonstraram o pico de oxidação em 0,7 V, referente 
ao UA. O estudo realizado por  Kalachar et al. (2012) identificou um pico anódico para a 
oxidação do UA na mesma região e o descreve como relativamente largo e fraco, 
característica muito semelhante aos nossos resultados. 
3.2 Membranas 
 As dispersões coloidais com AgNPs apresentaram pico oxidativo em 0,15 V, 
como já descrito anteriormente (WARD JONES et al., 2008). Os colóides possuem a 
mesma concentração de prata, porém retratam picos distintos, sendo possível notar maior 
intensidade na oxidação do colóide do grupo AgNPA, composto por partículas maiores. 
Estudos prévios já comprovaram a influência do tamanho das partículas metálicas sob 
 cada perfil voltamétrico  (IVANOVA & ZAMBOTINI, 2009; GIOVANNI & PUMERA, 
2012). 
 A solução composta apenas por gelatina não exibiu potencial oxidativo nesta 
análise, porém pode-se propor a sua interferência e de todos os componentes utilizados 
para a preparação da membrana nos seus picos de oxidação correspondentes. O pico 
anódico oxidativo do ácido úsnico, por exemplo, revela um potencial maior na sua 
oxidação, visto que ocorre em 0,85 V, quando já incorporado a membrana (Figura 5). 
 
 
Figura 5. Estudo eletroquímico. Solução de gelatina; UA/lipossomas; Colóides 
AgNPA e AgNPB e membranas UA-AgNPA1, UA-AgNPA3 e UA-AgNPA5. 
 
As curvas TG/DTG obtidas para as diferentes membranas mostraram-se similares, 
sendo caracterizadas por três perdas de massa nas seguintes faixas de temperatura: 25-
150°C, 150°-435°C e 435-800°C, com percentuais aproximados de 10, 61 e 5%, 
 respectivamente. Comparando-se o percentual total de perda de massa entre as 
membranas contendo prata e a membrana controle (UAL) pode-se observar uma 
diferença em torno de 2% da perda de massa total. Nas curvas TG também observou-se 
diferença no teor de umidade entre a membrana controle (m= 10,6%) e as membranas 
com prata (m= 8,2%).  As curvas DTG são mostradas na Figura 7 e certificam os dados 
supracitados. 
 
 
Figura 6. Curvas TG da membrana/controle UAL e membranas/testes UA-AgNPs em 
atmosfera dinâmica de azoto (100mL min-1) e razão de aquecimento de 10oC. 
 
Corroborando os resultados de TG/DTG, as curvas DSC também se mostraram 
semelhantes para as diferentes concentrações de prata. Pequenas diferenças foram 
observadas principalmente na comparação entre o grupo UAL e os grupos contendo 
AgNPs. Assim como a TG, pode-se observar na membrana controle um evento 
endotérmico mais evidente caracterizando maior quantidade de água (Figura 7). De 
maneira geral as curvas DSC apresentaram um primeiro evento endotérmico 
 característico de perda de água seguido de uma etapa de estabilidade térmica, um evento 
endotérmico em torno de 225°C e a decomposição a partir de 250°C.  
 
 
Figura 7. Curvas DSC da membrana/controle UAL e membranas/testes UA-AgNPs 
em atmosfera dinâmica de nitrogênio (50 mL min-1) e razão de aquecimento de 10oC 
min-1. 
 
 Os espectros de FTIR do UAL, UA-AgNPA, UA-AgNPB e UA-AgNPC são 
apresentados na Figura 8. A banda em 1629 cm-1 refere-se a grupos conjugados e grupos 
doadores de elétrons em anéis aromáticos. Nesta banda é possível verificar um 
deslocamento maior do pico na região espectral em virtude de ligações entre o átomo de 
prata e a proteína presente na matriz da membrana, principalmente na concentração UA-
AgNPB5 (LI et al., 2011). A banda específica do UA foi observada por volta 1692 cm-1, 
correspondente ao grupo cetona cíclico conjugado, já relatada em estudos anteriores 
(NUNES et al., 2010; KARABACAK et al., 2014). De maneira geral, o perfil dos 
espectros são similares àqueles da matriz inerte contendo apenas UA carreado em 
 lipossomas, o que sugere que a incorporação de AgNPs não afeta a estabilidade química 
das membranas. O estudo proposto por Lin et al. (2015) para filmes de celulose e 
quitosana, onde foi incorporado AgNP, mostrou resultado semelhante, uma vez que os 
espectros mostram-se similiares aos filmes utilizados como controle. 
 
 
Figura 8. Espectros do infravermelho da membrana/controle UAL e membranas/testes 
UA-AgNPs. 
 
A morfologia das membranas UAL, UA-AgNPA5 e UA-AgNPC5 foi avaliada 
por MEV e são apresentadas na Figura 9. As imagens das amostras contendo AgNPs nas 
outras concentrações foram omitidas, pois mostraram grande semelhança entre elas. As 
análises da superfície demonstraram estruturas densas, formando redes com poros 
difusos. No estudo descrito por Nunes et al. (2010)  membranas contendo colágeno e UA 
carreado em lipossomas também revelaram densidade e formações porosas no material. 
Detalhando a morfologia identificada nas imagens planas é possível notar membranas 
 mais rugosas nas amostras que possuem AgNPs. Filmes formados por uma rede de 
quitosana compostos de celulose e AgNPs também apresentaram imagens com maior 
rugosidade após a incorporação das nanopartículas (VIMALA et al., 2010). Lin et al. 
(2015) desenvolveram e caracterizaram filmes contendo AgNPs e também descreveram 
morfologia porosa e rugosa para o seu material, além de garantir seu potencial como 
cicatrizante. Estruturas rugosas já são consagradas quanto a sua importância no transporte 
de oxigênio durante a cicatrização da ferida. Além de absorver e manter grande 
quantidade de água na região  (YU et al., 2007). 
 
 
Figura 9. Microscopia eletrônica de varredura da membrana/controle UAL (A – corte 
transversal x1500 e B plana x800), membranas/testes UA-AgNPA5 (C – corte 
transversal x1500 e D plana x800) e UA-AgNPC5 (E – corte transversal x1500 e F 
plana x800). 
 
 O estudo feito por microscopia de força atômica (AFM) permitiu avaliar a 
topografia formada nas membranas (YUVARAJAN et al., 2015). As imagens de AFM 
das membranas UAL, UA-AgNPA5 e UA-AgNPC5 são apresentadas na Figura 10. De 
A
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 acordo com essa Figura é possível perceber uma topografia irregular e rugosa nas três 
amostras. Porém, a deposição molecular, individual ou por aglomerados confere à 
membrana composta por AgNPs uma estrutura ainda mais porosa e de maior rugosidade. 
Corroborando com os resultados de MEV, descrito anteriormente. Além disso, esta 
membrana demonstra uma superfície com formação de vesículas lipídicas, estruturas 
circulares difusas mais claramente observadas na membrana teste, o que sugere a 
incorporação de AgNPs ao composto. Diante da equivalência entre as membranas e a 
similaridade dos resultados, as imagens das demais amostras foram suprimidas.  
 
 
Figura 10. Microscopia de força atômica. A - UAL, B - UA-AgNPA5 e C - UA-
AgNPC5. 
  
 
Figura 11. Imagens obtidas por AFM. A - membrana/controle UAL, B -  
membrana/teste UA-AgNPA5 e C - membrana/teste UA-AgNPC5. 
 
  O grau de intumescimento foi aplicado neste estudo para determinar o nível 
de hidratação das membranas obtidas. A Figura 11 mostra os resultados das membranas 
UA-AgNPA, UA-AgNPB e UA-AgNPC. As membranas sofreram influência do meio e 
apresentaram variação na fase inicial do intumescimento após a imersão com ganho de 
massa que variou de 400% a 800% no tempo de 20 min. A maioria das membranas 
mantiveram intumescimento ascendente, havendo ganho de massa gradativo e controlado 
em relação à massa inicial durante todo o ensaio. Porém, a membrana UA-AgNPA1 
apresentou um decaimento da curva em cerca de 50 minutos, que indica perda de massa 
rápida, que se mantém por mais 100 minutos de teste. Além disso, é possível notar que a 
membrana correspondente a UA-AgNPB1 apresentou menor grau de intumescimento 
dentre as demais. No entanto, de maneira geral, podemos sugerir que a adição das AgNPs 
na membrana de gelatina propiciou aumento da capacidade de intumescimento, 
provavelmente pela presença de grupos hidrofílicos adicionais ao colágeno hidrolisado - 
gelatina, indicando a incorporação do composto utilizado.  
 A incorporação de AgNPs resulta na penetração de mais moléculas de água, 
a fim de neutralizar a acumulação de íons na pressão osmótica. Deste modo, tais 
nanopartículas podem expandir a rede polimérica, aumentando os poros e espaços livres 
e, como consequência, as amostras com prata absorvem mais água (YADOLLAHI et al., 
2015).  
  
Figura 11. Capacidade de intumescimento da membrana/controle UAL e 
membranas/testes UA-AgNPs. 
 
A determinação de espessura e ensaio mecânico está exposto na Tabela 2. Os 
resultados mostram que, de maneira geral, a medida que se aumenta a concentração de 
prata nas membranas aumenta-se também sua espessura. Os valores que se referem ao 
alongamento demonstraram menor alongamento nas membranas testes, incorporadas com 
AgNPs. Em relação a tensão foi observada diferença significativa apenas para as amostras 
UA-AgNPA1, UA-AgNPA3 e a UA-AgNPB5. A membrana UA-AgNPA1 mostrou 
diferença significativa para todas as outras concentrações e controle. Referindo-se ao 
Módulo de Young é possível notar que existe diferença significativa quando comparadas 
a membrana controle e todas as outras membranas testes. Além disso, a amostra UA-
AgNPA1 apresentou diferença entre ela e todas as outras concentrações de AgNPs. 
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Tempo (min)
 UAL
 UA-AgNPA1
 UA-AgNPA3
 UA-AgNPA5
 UA-AgNPB1
 UA-AgNPB3
 UA-AgNPB5
 UA-AgNPC5
 Samples Espessura 
(mm) 
Alongamento 
(µm) 
Tensão 
(MPa) 
Módulo de Young 
(MPa) 
UAL 0,0230 ± 0.003* 0.7001 ± 0.230* 49.6376 ± 28.8387 868.652 ± 252.45* 
UA-AgNP1A 0.0449 ± 0.0107 1.1333 ± 0.5046 64.7315 ± 8.6064* 473.4003 ± 92.0884* 
UA-AgNP1B 0.0487 ± 0.0058 1.5250 ± 0.9794 33.5748 ± 11.9764 255.1169 ± 80.2073 
UA-AgNP3A 0.0450 ± 0.0038 0.8375 ± 0.5153 24.7708 ± 12.2673# 321.1245 ± 77.1957 
UA-AgNP3B 0.0498 ± 0.0100 1.3375 ± 0.6116 33.4658 ± 10.7059 278.4638 ± 76.2386 
UA-AgNP5A 0.0636 ± 0.0059 1.1750 ± 0.1488 28.8110 ± 3.1327 247.4968 ± 30.4549 
UA-AgNP5B 0.0616 ± 0.0081 1.1375 ± 0.9665 18.7656 ± 9.3972# 254.6812 ± 201.4998 
 
Tabela 2. Comparação entre os parâmetros de avaliação mecânica da membrana/controle UAL e 
membranas/testes UA-AgNPs. 
 
 Goreham et al. (2015)  desenvolveram e caracterizaram membranas com 
bicamadas lipídicas e AgNPs e afirmaram que suas propriedades mecânicas não sofreram 
alteração com a presença de AgNPs. Archana et al. (2015) afirmaram que curativos 
devem apresentar boa resistência à tensão para que não sejam danificados durante sua 
manipulação, seus filmes de quitosana com adição de AgNPs apresentaram moderada 
resistência à tensão após a inclusão das nanopartículas metálicas. Vimala et al. (2010) 
estudaram filmes de quitosana contendo curcumina e AgNPs e mostraram que a adição 
desses componentes aumentou a resistência mecânica das membranas quando esses 
compostos foram incorporados.  
 A concentração da prata nas membranas foi determinada através das análises 
químicas realizadas por ICP-OES. A técnica de ICP-OES utiliza plasma acoplado 
indutivamente para produzir átomos excitados e íons que emitem radiação 
eletromagnética em comprimentos de onda característicos de um elemento em particular. 
A intensidade desta emissão é correlacionada às concentrações dos elementos no interior 
da amostra (STEFÁNSSON et al., 2007). Os resultados demonstram a presença das 
 AgNPs em todas as membranas e apontam um aumento gradativo em relação ao volume 
de prata inserido em cada uma, como previsto na metodologia. Os grupos UA-AgNPA e 
UA-AgNPB apresentam a mesma concentração de prata, porém as amostras compostas 
por 1mL apresentaram cerca de 0.0427±0.0025 de AgNPs, as membranas que receberam 
3mL possuem 0.185±0.0030 de AgNPs e as com 5mL cerca de 1.4897±0.0006. A 
suspensão coloidal AgNPC se diferencia das demais devido a concentração maior de 
prata, este dado foi constatado nesta análise, demonstrando 2.4477±0.0025 de AgNPs na 
formulação das suas amostras. 
 A ação antimicrobiana das membranas é apresentada por meio das atividades 
bactericida e bacteriostática das membranas UA-AgNPA5, UA-AgNPB5 e UA-AgNPC5 
frente às bactérias patogênicas Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e 
Escherichia coli. Os resultados estão expostos nas Tabelas 3. A inibição bacteriana frente 
a Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa foi de  100% para todas membranas 
testadas.  Enquanto que contra Staphylococcus aureus as membranas UA-AgNPA5 e UA-
AgNPB5 obtiveram cerca de 66%  de atividade bacterisostática e 99% de atividade 
bactericida. Os resultados exibiram maior efeito para bactérias Gram-negativas (E. coli e 
P. aeruginosa), provavelmente devido a diferenças nas suas paredes celulares. 
Microrganismos Gram-negativos apresentam uma camada de peptidoglicanos menos 
espessa que os Gram-positivos, facilitando a migração das AgNPs  (ARCHANA et al., 
2015).  Adicionalmente, a UA-AgNPC5 apresentou resultado relevante com 100% de 
inibição frente a todas cepas estudadas. 
 O mecanismo de ação dos íons de prata frente aos microrganismos é 
parcialmente conhecida (YADOLLAHI et al., 2015). Porém, acredita-se que a atividade 
antimicrobiana das AgNPs é mediada pela formação de radicais livres que aderem à 
superfície da membrana celular das bactérias e induzem danos, tais como permeabilidade, 
 respiração e divisão celular. Além disso, uma ampla área de superfície das AgNPs pode 
proporcionar sítios de ação ainda mais eficazes para inibir a atividade bactericida (RIGO 
et al., 2012; LIU et al., 2015).  
 
 
Tabela 3. Determinação dos parâmetros antimicrobianos: atividade bactericida e 
bacteriostática para Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Escherichia 
coli - membrana/controle (UAL) e membranas/testes (UA-AgNPA5, UA-AgNPB5 e 
UA-AgNPC5). 
 
 É imprescindível ressaltar que o estudo referente a cepa Pseudomonas 
aeruginosa não apresentou bactérias viáveis após 24 horas de teste, ou seja, houve 100% 
 
UA-AgNPA5 
Microrganismo 
Viáveis 
(T0) 
Viáveis 
Controle 
(T24) 
Viáveis 
Teste 
(T24) 
Atividade 
Bactericida 
Atividade 
Bacteriostática 
P. aeruginosa 1.5 x107 0 0 100% 100% 
S. aureus 1.5 x107 2.94 x105 9.8 x104 99.35% 66.67% 
E. coli 1.5 x107 1.87 x105 0 100% 100% 
 
UA-AgNPB5 
Microrganismo 
Viáveis 
(T0) 
Viáveis 
Controle 
(T24) 
Viáveis 
Teste 
(T24) 
Atividade 
Bactericida 
Atividade 
Bacteriostática 
P. aeruginosa 1.5 x107 0 0 100% 100% 
S. aureus 1.5 x107 2.94 x105 9.1 x104 99.39% 69.05% 
E. coli 1.5 x107 1.87 x105 0 100% 100% 
 
UA-AgNPC5 
Microrganismo 
Viáveis 
(T0) 
Viáveis 
Controle 
(T24) 
Viáveis 
Teste 
(T24) 
Atividade 
Bactericida 
Atividade 
Bacteriostática 
P. aeruginosa 1.5 x107 0 0 100% 100% 
S. aureus 1,5 x107 1,47 x105 0 100% 100% 
E. coli 1,5 x107 1,35 x105 0 100% 100% 
 de inibição inclusive pela membrana contendo apenas ácido úsnico, considerada como 
controle neste estudo. Karabacak et al. (2014) em estudo semelhante afirmou que o efeito 
antibacteriano do ácido úsnico está relacionado a danos na matrix mitocondrial das 
bactérias. Nunes et al. (2011) evidenciou que o ácido úsnico incorporado em matrizes 
filmogênicas de colágeno apresentaram ação modulatória positiva sobre a síntese de 
colágeno cicatricial. O potencial cicatrizante deste metabólito também foi descrito por 
Bruno et al. (2013). Nesse sentido, a efetiva propriedade antimicrobiana do UA e AgNPs 
somada a promoção a dinâmica cicatricial dada pela gelatina e UA parecem apontar o 
desenvolvimento de um produto com importante aplicabilidade clínica em feridas por 
queimaduras.  
 A comparação entre o crescimento microbiano na membrana controle (UAL) 
e as testes (UA-AgNPA5, UA-AgNPB5 e UA-AgNPC5) pode ser observada na Figura 
12. É possível observar o maior número de colônias bacterianas (pontos brancos) na 
membrana controle (UAL), evidenciando a positiva ação da prata frente a proliferação de 
microorganismos. 
 
 
 Figura 12. Determinação da atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e 
Escherichia coli - membrana/controle (UAL) e membranas/testes (UA-AgNPA5, UA-
AgNPB5 e UA-AgNPC5). 
 
4 Conclusão 
             O presente estudo mostra um método promissor para o desenvolvimento de 
membranas que combinam UA e AgNPs, com potencial ação cicatrizante e 
antimicrobiana. É possível afirmar que trata-se de um material nanoparticulado e as 
AgNPs foram incorporadas ao polímero como visto na análise térmica, ICP-OES e 
imagens colhidas por MET, MEV e AFM. 
              Os análogos dos compostos utilizados foram observados no espectro do 
infravermelho e análise eletroquímica indicando a presença dos compostos no sistema. 
Além disso, as membranas apresentam resistência mecância adequada e eficaz 
capacidade de absorção de água. A avaliação da atividade antimicrobiana mostrou que as 
membranas produzidas são eficientes para todas as cepas estudadas. Considerando o 
perfil bastante semelhantes quando comparados os grupos testes, ou seja, compostos por 
colóides com AgNPs de tamanhos e concentrações diferentes, aliado a metodologia 
simples e de baixo custo envolvendo os grupos AgNPA e AgNPC, visto que não se faz 
necessário o tratamento com laser para a quebra das nanopartículas e contemplando os 
resultados sob os testes antimicrobianos obtidos pela membrana de maior concentração 
(UA-AgNPC5) sugere-se que este grupo seja mais favorável para o desenvolvimento das 
membranas bioativas de gelatina contendo UA e AgNPs. As análises físico-químicas das 
membranas reforçam a expectativa quanto ao potencial da sua utilização para ensaios 
biológicos e clínicos futuros. 
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